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牛 SRY 同 源 基因 的 PCR 扩 增 和 克隆 
MRR KA A E mat 
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WS ARRAA SRY 基因 的 一 对 引物 ， 通 过 PCR Atal {Bos taurus) SRY 同 源 基 
因 片 段 ， 进 一 步 证 实 牛 存在 与 人 SRY 基因 同 源 的 相应 基因 ， 将 PCR 产物 与 载体 pUC-Eco-T 连接 后 ， 
用 以 转化 JM109 茧 ， 经 过 与 人 SRY SAME MARZ, 筛选 获得 了 和 牛 SRY 同 源 基因 克隆 pBosY 0.6. 
后 者 的 搬 人 片段 为 相应 于 人 SRY 基因 保守 区 在 内 的 一 段 约 609 bp DNA. 此 外 还 比较 分 析 了 人 和 和牛 
SRY ARENA REHNE. 


AMM: SRY, +, ESE 


amanna ei 而 且 在 认识 包括 人 类 性 分 化 异 
常 等 多 种 与 性 别 有 关 的 疾病 ， 产 前 性 别 诊断 和 动物 性 别 控制 等 方面 都 具有 重要 的 实际 章 
义 。 

近年 来 发 现 的 SRY 基因 已 经 实验 证 实 为 人 类 男性 午 九 决定 因子 基因 (TDF) 的 最 
佳 候 选 基因 .但 要 充分 认识 这 一 基因 结构 、 功 能 与 进化 ， 需 要 克隆 一 系列 哺乳 动物 的 
SRY 基因 ， 并 比较 分 析 其 同 源 性 和 变异 性 。 牛 是 具有 很 高 经 济 价值 的 动物 。 对 该 动物 
性 别 决定 基因 的 研究 除 具 有 理论 意义 外 ， 对 其 性 别 的 人 为 控制 和 生育 力 的 提高 一 直 是 人 
们 长 期 希望 能 解决 的 课题 。 牛 SRY 基因 的 克隆 有 可 能 大 大 促进 这 些 问 题 的 解决 ,已 经 
发 现 ， 以 人 SRY 基因 为 探 针 与 基因 组 DNA 杂交 ， 在 雄性 牛 可 见 特异 杂交 带 (Sinclair 
等 ，1990) 。 这 提示 有 可 能 利用 人 SRY 基因 探 针 克隆 牛 的 相应 基因 .国内 已 简报 克隆 
PJE SRY 基因 的 一 段 250 bp 的 核心 序列 ( 曾 溢 滔 等 ，1992) 。 与 此 同时 ， 我 们 也 克隆 
到 牛 SRY 同 源 基因 约 609 bp DNA 片段 ， 它 包括 相应 于 已 报告 的 人 SRY 的 几乎 整个 
开 读 框架 。 这 无 疑 将 有 助 于 更 充分 地 认识 SRY 基因 和 更 准确 的 进行 牛 的 性 别 鉴定 . 


材 料 与 方法 


一 、 材 料 BS-SRY 探 针 为 含 人 SRY 保守 区 在 内 的 0.8 kb DNA 片段 的 重组 质 
粒 ， 由 法 国 Berta 博士 惠 赠 。PCR 扩 增 用 引物 为 参照 已 知 的 人 SRY 序列 合成 ， 其 核 苷 
酸 序列 为 ， 引 物 1: 5” CCCGAATTCGACAATGCAATCATATGCTICTGC3’ , 
引物 2: 3° CTGTAGCGGTCCCGTTGCTGCGGTG3’ 。 用 该 引物 可 以 扩 增 出 正 党 
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男性 SRY 基因 保守 区 的 609 bp 的 DNA 片段 (Berta 等 ，1990)。 梭 性 牛 基因 组 DNA 
来 自 肝 脏 组 织 ， 风 性 牛 则 来 自 外 周 血 白细胞 。 克 隆 载体 为 pUC., HERA JM109. 
Taq DNA 聚合 酶 ， 限 制 酶 ， 连 接 酶 等 试剂 分 别 购 自 PE 公司 和 华美 生物 工程 公司 ， 随 
机 引物 标记 药 盒 购 自 Promega 4A], Ca—”p) dCTP 购 自 福 瑞 生物 工程 公司 。 

=. FR 1. FARA AA DNA 的 制备 + Sambrook 等 的 方法 进 
行 。 

2. PCR MW 在 25 同 反应 液 中 进行 ， 反 应 液 含 适量 模板 约 50—400 ng, | 
50 mmol/L KCl, 1.5 mmol/L MgCl,, 10 mmol/ L Tris.Cl pH8.0, 0.01% HARE, 
200 pmol/L dNTP， 两 种 引物 各 0.4 umol/ L. Æ PE—Cetus DNA WIER LET., 
变性 7 min 后 ， 加 人 1 单位 Taq DNA 聚合 酶 ， 并 以 适量 石蜡 油 覆 盖 。 扩 增 人 DNA 
的 循环 条 性 为 94C 30 s，65C 40 s，72C 1 min30 s; 扩 增 牛 DNA 的 循环 条 件 为 
94T 30 s，62 40 s, 72C1 min30 s。 循 环 次 数 为 42 次 ， 最 后 一 次 延伸 时 间 为 
7 min。 

3. PCR 产物 的 高 效 液 相 色谱 (HPLC) 分 析 分 析 色 谱 柱 为 弱 的 阴离子 交换 柱 PE 
TSK DEAE-NPR. RAIHA ARMA 1 mol/L NaCl, 25 mmol/ L Tris.Cl 
pH9.0; B 液 售 25mmol / L Tris. Cl pH9.0, BRA Katz 等 (1990) 报道 的 洗 脱 条 件 进 
行 洗 脱 。 流 速 1 ml min， 检 测 波 长 260 nm. 

4. PCR 产物 与 载体 的 连接 和 转化 pUCi。 经 Smal 酶 切 后 ， 按 Marchuk 等 
(1991) 的 方法 ,向 其 3 WA dT。 该 反应 共 20pl， 内 含 lug pUC,/Sma I, 1 单位 
Taq DNA 聚合 酶 ，$0 mmol/L KCl, 1.5 mmol/L MgCl, 10 mmol/ L Tris.Cl 
pH8.0, 0.01% 明胶 ，2 mmol/L dTTP. 反应 在 72C 进行 2 h， 再 用 EcoR I ED 
化 。 最 后 用 低迷 点 胶 电 泳 分 离 主 带 ， 即 为 pUC-Eco-T, XF HO 中 备用 。 该 载体 与 
经 EcoRI MWA PCR 产物 约 609 bp 的 DNA 片段 按 等 摩尔 浓度 进行 连接 。 按 
HanaHan (1983) 的 标准 转化 方法 用 连接 物 转化 IM 109. 

5. 菌落 杂交 $k Sambrook 等 的 常规 方法 进行 。 杂 交 在 65 尼 水浴 中 进行 15 h。 杂 
交 后 的 洗 膜 条 忻 为 2x SSC/0.2%SDS, 55€; 1x SSC/0.2%SDS, 62C; 0.1 
SSC /0.5%SDS, 65C. 

6. DNA 斑点 杂交 HERRIARI. 


结 R 


一 、 用 人 SRY 引物 PCR PFARA SRY 基因 ”采用 本 文 这 对 引物 可 特异 地 扩 
增 出 正常 男性 含 SRY 保守 区 的 609 bp DNA 片段 ， 见 图 1 E。 采 用 同一 对 引物 。 在 适 
宜 条 件 下 ， 也 扩 增 出 了 雄性 牛 与 人 SRY 同 源 的 约 609 bpDNA 片段 ， 而 相应 的 肉 性 牛 
则 不 见 此 扩 增 带 (图 1B，C, D). 

雄性 牛 DNA 经 PCR 扩 增 产物 ， 经 HPLC 分 析 ， 其 结果 见 图 2。 图 中 可 见 一 个 明 
显 吸 收 峰 。 由 于 HPLC 分 析 比 凝 胶 电 泳 灵 散 得 多 ， 图 中 还 可 见 到 几 个 非特 异 扩 增 带 的 
吸收 蜂 ， 但 其 峰 相对 较 低 。 
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图 ] ALA SRY 引物 PCR 扩 增 牛 同 源 基因 
Fig. | PCR amplification of cattle 

SRY with human SRY primers 

A: 123 bp DNA 片段 大 小 标识 ; 

B, C: RHE, 4 609 bp 扩 增 带 ， 

D: EEF; E: Att, 609 bp 扩 增 带 


图 2 E+ DNA PCR 扩 增 产物 的 HPLC 分 析 
Fig. 2 HPLC analysis of PCR products 
from cattle DNA amplification 
第 4 吸收 峰 即 对 应 于 约 609 bp DNA 扩 增 带 . 
其 余 几 个 峰 为 非特 异 扩 增 产物 。 洗 脱 程序 为 : 
30%—40%A 液 ，0.1 min (HH); 
40%—S52%A Hi, 2.9 min (线性 ) 
52%—60%A HE, 7 min (RE); 
60% —100%A HK, 0.5 min (线性 ); 
100% A HE, 5 min (#4); 
100%—30%A 液 ，0.5 min (fE); 
30% A 液 ，7 min AH) 


图 3 + DNA PCR 产物 约 609 bp DNA 片段 
与 人 SRY 探 针 的 次 点 杂交 
Fig. 3 Male cattle about 609 bp PCR product 
amplified with human SKY primers was 
hybridized with human SRY probe 
A: BS-SRY， 阳 性 对 照 
B: tF DNA PCR 产物 约 609 bp DNA HE, 
其 浓度 芬 别 为 5 ng, tng., 0.1 ng 


]4 卷 
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回收 约 609 bp DNA 的 PCR 产物 与 人 SRY 探 针 杂交 结果 见 图 3。 从 图 中 可 见 牛 
DNA PCR 产物 能 与 人 SRY 探 针 杂交 。 表 明 扩 增产 物 中 的 确 含 有 与 人 SRY 基因 高 度 
RRNA. 后 者 可 能 即 是 牛 SRY 同 源 基因 。 

二 、 牛 SRY 同 源 基因 的 克隆 1. 菌落 杂交 筛选 牛 与 人 SRY 基因 同 源 的 阳性 克隆 
通过 凝 胶 回收 的 牛 DNA PCR 产物 约 609 bp 片段 ， 经 EcoRI MHEG. 584 
pUC-Eco-T 连接 ， 用 以 转化 IM109. Hit X-gal 之 平板 培养 从 中 挑 出 白色 
克隆 点 列 于 平板 上 培养 过 夜 后 ， 原 位 转 印 于 Hybond 一 N RE. MA SRY REET 
落 杂 交 。 结 果 获 得 了 3 个 阳性 克隆 ， 见 图 4。 兹 将 其 一 命名 为 pBosY0.6. 


图 4 以 人 SRY RE ABR RE 
Fig. 4 Identification of positive 
colony by colony hybridization 


with human SRY probe 





2. pBosY0.6 RHA PCR 扩 增 JH EcoRI. BamHI, XbaI, PstI Taq I 
KGW) pBosY0.6, RILE] 5. LI pBosY0.6 DNA 为 模板 用 人 SRY 引物 进行 PCR 扩 增 





结果 见 图 6。 
A BC. 
ABCDE 
2.7Kb—> 
2. TKb—> 
<- 609bp 610bp—> 
< 400bp 
图 5 pBos¥0.6 的 酶 切 电泳 图 图 6 pBosY0.6 DNA 的 PCR 扩 增 
Fig. 5 Electrophoretic map of pRosY0.6 Fig. 6 PCR amptification of pBosY0.46 DNA 
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A: 123 bp DNA 片段 大 小 标识 ; A: 123 bp DNA 片段 太 小 标 误 ; 

B: EcoRI 和 BamH I WH) pBosY0.6, B: EcoR I #1 BamH I WH pBosY0.6 
可 见 约 609 bP MAH EB; C: Sma 1 BY pUC,,; 

C: Xba I #4] pBosY0.6; D: PCR 扩 增 pBosY0.6, 

D: Pst IWH pBosY0.6, 可 见 约 609 bp 扩 增 带 


可 见 约 和 0 bp DNA 片段; 
E: Taq I WH pBosY0.6 RARE 


it # 


在 人 和 哺乳 动物 中 ，Y 染色 体 决定 着 个 体 向 男 GE) 性 方向 发 育 。 而 位 于 YY 染色 
体 上 决定 睾丸 分 化 的 睾丸 决定 因子 基因 (TDF) 起 着 关键 作用 。 人 们 曾 相继 发 现 蛇 类 
中 性 别 特异 和 高 度 保守 的 重复 序列 BKm (Jones 等 ，1981); 男 GE) 性 特异 的 H-Y 
抗原 (Wachtel 等 ，1975); 和 ZFY (Page 等 ，1987) 等 基因 ， 但 最 终 证 实 它们 都 不 
是 真正 的 TDF 基因 。 直 到 1990 年 由 Sinclair SAAR Y 染色 体 上 克隆 到 单 拷贝 SRY 
基因 ， 并 经 证 实 为 TDF 的 最 佳 候 选 基因 。 除 人 类 外 ， 在 许多 中 乳 动 物 中 也 发 现 了 
SRY 的 同 源 序列 。 表 明 SRY 在 哺乳 动物 中 是 高 度 保守 的 。 本 研究 进一步 表明 ， 在 雄性 
牛 中 存在 与 人 SRY 高 度 同 源 的 基因 。 说 明 后 者 在 该 动物 的 性 别 决定 机 制 中 的 作用 极 可 
能 与 人 和 其 它 哺乳 动物 类 似 。 另 一 一 方面 在 牛 等 哺乳 动物 中 SRY 的 发 现 进一步 证 实 了 
它 在 性 别 决定 中 的 关键 作用 。 

本 文采 用 同 源 引 物 PCR 扩 增 技术 ， 用 人 SRY 的 一 对 引物 扩 增 出 了 牛 的 同 源 基因 
片段 ， 通 过 与 载体 pUC-Eco-T 连接 和 转化 及 杂交 筛选 ， 进 一 步 获 得 了 牛 SRY 同 源 基 
因 克 隆 。 这 些 克隆 的 获得 将 有 助 于 人 和 吊 乳 动物 的 性 别 决定 机 制 和 牛 性 别 控制 的 深入 研 
究 。 

本 研究 表明 ， 牛 SRY 同 源 基 因 与 人 相应 基因 具有 高 度 同 源 性 。 首 先 ， 引 物 区 段 具 
有 很 大 同 源 性 ; 其 次 ，PCR 扩 增 人 和 牛 DNA 片段 长 度 均 为 约 609bp， 该 开 读 框架 长 
度 是 保守 的 ; 最 后 杂交 结果 也 表明 两 者 基因 具有 高 度 同 源 性 。 同 时 ， 存 在 于 人 SRY 该 
开 读 框架 内 的 内 切 酶 切 点 与 牛 相 应 区 段 有 一 定 差 异 。 据 文献 报道 ， 在 小 鼠 和 免 Sry 相应 
区 段 的 酶 切 点 也 有 一 定 差异 (Sinclair 等 ，1990; Gubby 等 ，1990) 。 这 些 差 异 也 可 能 
反映 SRY 基因 在 进化 过 程 中 的 变异 性 。 
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PCR AMPLIFICATION AND CLONING OF A GENE 
OF CATTLE (Sos taurus) HOMOLOGOUS 
TO HUMAN SRY 


Zhou Rongjia Zhang Sizhong Yang Jun Tang Yongcai 
{West China University of Medical Sciences, Chengdu 610041) 


Using human SRY gene primers, the gene fragment of cattle homologous to hu- 
man SRY was amplified by PCR. In male cattle, a gene fragment of about 609 bp 
homologous to human SRY was identified. By ligating pUC-Eco—T with the PCR 
products and colonies hybridization with human SRY probe, the positive colony with 
cattle the fragment was identified, and termed pBosY0,6. The colony contains a 
about 609 bp insert corresponding to human SRY conserved ORF. The restriction 
map of the recombinant was analysed and compared with that of human SRY gene. 

Key words: SRY, Cattle. Sex determination 


